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Le facteur activateur plaquettaire (PAF) est un glycéro-phospholipide qui agit 
sur plusieurs types cellulaires via un récepteur membranaire lié à une protéine 
G Il est impliqué dans la défense immunitaire et/ ou l'inflammation. Ths études 
antérieures avaient démontré que le PAF inhibait la prolifération des 
lymphocytes du sang périphérique (PIL) activés par la phytohemagglutinine 
(PHA). Bant donné que l1L-2 est impliqué dans la prolifération lymphocytaire 
lorsqu'il intéragit sur son récepteur membranaire de haute affinité (IL-2R), le 
PAF pourrait inhiber la prolifération en modulant négativement l'expression du 
IL-2R et/ ou la production d'IL-2. .Nos études faites sur des lymphocytes 
humains isolés du sang périphérique de donneurs adultes et volontaires, 
démontrent que lorsque les lymphocytes sont co-stimulés par la PHA, le PAF ne 
module pas les niveaux d'accumulation d'ARNm des IL-2R ni l'expression des 
protéines-récepteurs à la surface. La production d1L-2 n'est pas modulée par le 
PAF après 24 heures d'incubation. Mais, après 48 heures, on observe une 
augmentation significative de la quantité d'IL-2 dans le surnageant à des 
concentrations de PAF de 10-8 et 10-6 M. Ih parallèle,des études faites sur des 
lymphocytes non co-stimulés ont démontré que le PAF modulait de façon 
transitoire les niveaux d'ARNm du IL-2RJ3. A 6 heures, le PAF inhibe de façon 
dose-dépendante l'expression en ARNm du IL-2Rf3. Après 12 heures, seule la 
concentration de 10-lO M de PAF inhibe de façon spécifique l'expression de la 
chaîne Jl Après 24 heures, l'expression de la chaîne~ augmente à cette même 
concentration de PAF. Qiant à la chaîne a, on ne détecte pas de modulation des 
niveauxd'ARNm . .Nos études de cytofluorométrie montrent que le PAF oo-10 
M) inhibe de façon significative l'expression du IL-2RJ3 à la surface après 24 
heures mais il augmente son expression après 48 heures. L'expression de IL-
2Ra à la surface est augmentée de façon significative par le PAF après 24 et 48 
heures. 01 observe, dans ce cas, une augmentation significative de prolifération 
après 72 heures. 
Cètte étude démontre que l'inhibition de prolifération induite par le PAF chez 
les lymphocytes activés par la PHA ne s'effectuerait par pas la voie des IL-2R 
Par contre, chez les lymphocytes non co-stimulés,le PAFmodule l'expression des 
IL-2R et cette modulation pourrait expliquer l'augmentation de prolifération 
observée après 72 heures. 
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a.a. : acides aminés 
AC : Adénylate Cyclase 
ADN c : ADN complémentaire 
AP-1 : "Activating Protein l" ( Facteur de transcription ) 
BHK : Cellules rénales de hamster ("Baby Hamster Kidney") 
BSA : Albumine bovine sérique ("Bovine Serum Albumine") 
CMH : Complexe Majeur d'Histocompatibilité 
Con A : Concanavaline A 
CT : Toxine du Choléra 
DAO : Diacylglycérol 
FBS : Sérum de boeuf foetal ("Fetal Bovine Serum") 
FITC : Fluoresceine iso-thiocyanate 
ICAM : Molécule d'adhésion intracellulaire 
IL-2R : Récepteur de l'Interleukine-2 
IP3 : Inositol triphosphate 
Ko : Constante de dissociation à l'équilibre 
L TB4 : Leukotriène B4 
NFAT-1 : "Nuclear Factor of Activated T cells " ( Facteur de 
transcription) 
NFIL-2A : "Nuclear Factor of IL-2" ( Facteur de transcription ) 
NK : Lymphocytes tueurs naturels ("Natural Killer") 
PAF : Facteur activateur des plaquettes ("Platelet-Activating 
Factor") 
pb ou Kb : paires de bases ou Kilobases 
PBML Leucocytes mononucléaires du sang périphérique 
("Peripheral Blood Mononuclear Leukocytes") 
PBS : Tampon phosphate salin ("Phosphate-buffered saline") 
PC : Phosphatidyl Choline 
PCR : Amplification élective in vitro ("Polymerase Chain Reaction") 
PDB : Phorbol 12,13-dibutyrate 
PGE2 : Prostaglandine E2 
PHA : Phytohemagglutinine 
PKC : Protéine Kinase C 
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PLA2 : Phospholipase A2 
PMA : Phorbol Myristate Acétate 
PT : Toxine de Pertussis 
TNF : Facteur de nécrose tumorale ("Tumor Necrosis Factor") 
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RESUME 
Le facteur activateur plaquettaire (PAF) est un glycéro-
phospholipide qui agit sur plusieurs types cellulaires via un 
récepteur membranaire lié à une protéine G. Il est impliqué dans la 
défense immunitaire et/ou l'inflammation. Des études antérieures 
avaient démontré que le PAF inhibait la prolifération des 
lymphocytes du sang périphérique (PBL) activés par la 
phytohemagglutinine (PHA). Etant donné que l'IL-2 est impliqué 
dans la prolifération lymphocytaire lorsqu'il intéragit sur son 
récepteur membranaire de haute affinité (IL-2R), le PAF pourrait 
inhiber la prolifération en modulant négativement l'expression du 
IL-2R et/ou la production d'IL-2. Nos études faites sur des 
lymphocytes humains isolés du sang périphérique de donneurs 
adultes et volontaires, démontrent que lorsque les lymphocytes sont 
co-stimulés par la PHA, le PAF ne module pas les niveaux 
d'accumulation d'ARNm des IL-2R ni l'expression des protéines-
récepteurs à la surface. La production d'IL-2 n'est pas modulée par 
le PAF après 24 heures d'incubation. Mais, après 48 heures, on 
observe une augmentation significative de la quantité d'IL-2 dans le 
surnageant à des concentrations de PAF de 10-8 et 10-6 M. En 
parallèle, des études faites sur des lymphocytes non co-stimulés ont 
démontré que le PAF modulait de façon transitoire les niveaux 
d'ARNm du IL-2R~. A 6 heures, le PAF inhibe de façon dose-
dépendante l'expression en ARNm du IL-2R~. Après 12 heures, seule 
la concentration de 10- l 0 M de PAF inhibe de façon spécifique 
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l'expression de la chaîne '3. Après 24 heures, l'expression de la 
chaîne ~ augmente à cette même concentration de PAF. Quant à la 
chaîne a, on ne détecte pas de modulation des niveaux d'ARNm. Nos 
études de cytofluorométrie montrent que le PAF ( 1o-10 M) inhibe de 
façon significative -l'expression du IL-2R~ à la surface après 24 
heures mais il augmente son expression après 48 heures. 
L'expression de IL-2Rcx à la surface est augmentée de façon 
significative par le PAF après 24 et 48 heures. On observe, dans ce 
cas, une augmentation significative de prolifération après 72 heures. 
Cette étude démontre que l'inhibition de prolifération induite par 
le PAF chez les lymphocytes activés par la PHA ne s'effectue par la 
voie des IL-2R. Par contre, chez les lymphocytes non co-stimulés, le 
PAF module l'expression des IL-2R et cette modulation pourrait 
expliquer l'augmentation de prolifération observée après 72 heures. 
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1. INTRODUCTION 
Les précurseurs des lymphocytes T originent de la moelle osseuse. 
Ils se différencient au niveau du thymus : ils expriment alors des 
protéines-récepteurs capables d'interagir avec un antigène (Ag) 
étranger (revisé par Kappler et al., 1988). Ceci implique un 
réarrangement génétique. Ensuite, les lymphocytes T migrent vers le 
sang périphérique puis vers d'autres tissus. Ils restent inactifs jusqu'à 
ce qu'ils rencontrent leur Ag "apparenté" (revisé par Kappler et al., 
1988). 
La première étape du mécanisme d'activation se présente comme 
suit. Lorsqu'un Ag est présenté au système immunitaire, les 
macrophages vont l'internaliser, le transformer ("processing") et le 
présenter aux lymphocytes T dans le contexte du complexe majeur 
d'histocompatibilité (CMH) (revisé par Rola-Pleszczynski, 1988-b). 
Les macrophages vont, par la suite, sécréter des cytokines, dont 
l'interleukine-1 (IL-1) qui agit comme signal accessoire pour la 
production d'IL-2 et l'induction de l'expression des récepteurs de l'IL-
2 (IL-2R) par les lymphocytes T (revisé par McCarthy et al., 1990). 
Chez la plupart des lymphocytes T, deux signaux sont requis pour 
initier un processus biologique tel un changement morphologique, une 
prolifération ou l'expression d'une fonction immunologique. Un 
premier signal est fourni par le récepteur liant un Ag et l'autre par des 
cellules accessoires (ex. macrophages). Des agents mitogènes (ex. PHA, 
Con A) peuvent recréer ce processus en activant une phospholipase C 
(PLC) (revisé par Davis et Bjorkam, 1988). La PLC ira hydrolyser des 
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phosphatidyl-inositols, faisant partie des composants lipidiques de la 
membrane, pour former de l'IP3 et du diacylglycérol (DAG). L'IP3 
formé sera en partie responsable de la relâche de calcium 
intracellulaire emmagasiné, tandis que le DAG servira de cofacteur 
dans l'activation d'une protéine kinase C (PKC) (Weiss et Imboden, 
1987; Berridge et Irvine, 1984). Donc, l'activation des lymphocytes T, 
et principalement les cellules T auxiliaires (CD4+), requiert la liaison 
d'un Ag sur son récepteur et l'activation d'une PKC pour la production 
d'IL-2 et leur prolifération (Piau et al., 1989). 
1.1 L'interleukine-2 
Identifiée en 1976 comme facteur de croissance des lymphocytes 
T (Morgan et al., 1976), l'interleukine-2 (IL-2) est probablement la 
mieux caractérisée des treize interleukines connues jusqu'à présent. 
L'IL-2 est une protéine de 15 kD qui, comme les hormones 
polypeptidiques, exerce ses effets biologiques via sa liaison à des 
récepteurs spécifiques (IL-2R) présents à la surface des cellules-cibles 
(Kuziel et Greene, 1990). 
La régulation du gène de l'IL-2 est dirigée par une séquence 
stimulatrice ("enhancer") se situant entre -319 et -52 paires de base 
(pb) en 5' du site d'initiation de transcription (revisé par Crabtree, 
1989). Ce "enhancer" renferme des séquences spécifiques reconnues 
par une multitude de facteurs de transcription agissant de façon 
positive ou négative sur la transcription du gène IL-2 (Hentsch et al., 
1992). Parmi les facteurs "positifs", on retrouve plusieurs facteurs 
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doués d'ubiquité (i.e. qui se fixent à des séquences d'ADN similaires 
mais distinctes d'un même enhancer) comme Oct-1, AP-1 et NF-KB 
(Kamps et al., 1990; Ullman et al., 1991; Serfling et al., 1989; Jain et al., 
1992; Lenardo et al., 1988; Hoyos et al., 1989; Shibuya et al., 1989). 
On retrouve également des facteurs lymphoïdes spécifiques comme 
Oct-2 (Kamps et al., 1990), NFAT-1 (Randak et al., 1990, Shaw et al., 
1988), NFIL-2A, NFIL-2B, OAP (Northrop et al., 1992) et d'autres 
facteurs se liant au motif KB du "enhancer" (Briegel et al., 1991). 
Parmi les facteurs qui contrôlent négativement, on retrouve ceux qui 
se lient aux séquences des boîtes puriques (Purine boxes), comme les 
sites de liaison de NFAT-1 (Mouzaki et al., 1991) et les facteurs 
renfermant un motif doigt de zinc (zinc finger), comme le NRE-A 
(Williams et al., 1991). De même, la régulation de la trancription 
implique l'expression séquentielle de proto-oncogènes (Northrop et al., 
1992). Par exemple, lorsque les lymphocytes sont au repos les 
oncogènes N-ras, c-abl, c-ets et c-yes sont exprimés au moins au 
niveau de l'ARNm (Reed et al., 1986). Mais lorsque les lymphocytes 
sont stimulés par la PHA, les oncogènes c-fos, c-myc, c-myb, p53 (par 
exemple) sont exprimés de façon différentielle et temporelle (Reed et 
al., 1986). 
L'inductibilité du gène IL-2 change aussi en fonction du _degré 
d'évolution de la cellule T (Chen et Rothenberg, 1993). Il y a une 
expression différentielle des facteurs de transcription qu'on regroupe 
en 4 classes: 1) les facteurs exprimés de façon constitutive: Oct-1 et 
probablement Sp 1, qui sont exprimés chez les thymocytes à tous les 
niveaux; 2) les facteurs inductibles comme NF-x:B et les complexes se 
liant à la région de CD28RE ("response element") qui peuvent être 
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activés chez tous les thymocytes; 3) les facteurs inductibles (ex. NFAT 
et AP-1) qui peuvent être activés chez les thymocytes matures et 
immatures et 4) les facteurs incluant CREB qui peuvent être activés 
chez les thymocytes à n'importe quel stade de développement mais 
qm ne requièrent pas d'induction spécifique (Chen et Rothenberg, 
1993 ). 
Un deuxième niveau d'événements s'opère lorsque l'IL-2 interagit 
sur son récepteur. On assiste alors à l'activation de plusieurs gènes 
dont c-myb (mentionné ci-dessus), qui s'exprime environ six heures 
après la stimulation initiale des lymphocytes (Reed et al., 19 86; Stern 
et Smith, 1986). L'induction de l'expression de l'ARNm de c-myb 
précède la synthèse d'ADN et est possiblement requise pour l'entrée 
en phase de la synthèse. Il y a donc deux niveaux d'événements qui 
peuvent s'opérer sur le plan génétique: d'une part, les événements 
précoces, caractérisés principalement par l'induction de l'expression du 
gène IL-2 et, d'autre part, les événements tardifs dépendants ceux-là 
de l'interaction de l'IL-2 avec son récepteur (cf. ci-dessus). 
1.2 Le récepteur de l'interleukine-2 (IL-2R) 
Le récepteur d'IL-2 à haute affinité est composé d'au moins deux 
chaînes glycoprotéiques distinctes, associées à la membrane et liées 
entre elles de façon non-covalente (revisé par Smith, 1988). On 
retrouve d'abord le récepteur a (Tac, p55) composé de 251 acides 
aminés (a.a) dont seulement 13 a.a. sont intracytoplasmiques. 
L'affinité de ce récepteur pour l'IL-2 est considérée comme faible (Ko 
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= 10-8 M). Ensuite, il y a le récepteur ~ (p70-75) composé de 525 a.a. 
dont 286 sont intracytoplasmiques. Le récepteur bêta (IL-2R~) a un 
K D de 10- 9 M et est considéré comme un récepteur d'affinité 
intermédiaire. Le complexe de haute affinité, formé des chaînes a et ~, 
lie l'IL-2 avec un Ko = 10-l l M (Nagler et al., 1990). 
Au niveau cinétique, l'IL-2 s'associe et se dissocie des chaînes a et 
~ à des vitesses différentes. Pour IL-2Ra, les vitesses d'association et 
de dissociation sont rapides (t112 = 4 et 6 secondes respectivement). 
Dans le cas de IL-2R~, les vitesses sont beaucoup plus lentes (t112 
assoc. = 45 min. ; tin dissoc. = 290 min.). Quant au récepteur de haute 
affinité, tt /2 association est de 37 secondes, alors que tt / 2 
dissociation est de 285 minutes (Kuziel et Greene, 1990). On remarque 
qu'au niveau du récepteur de haute affinité, la chaîne a détermine 
l'association tandis que la chaîne ~ contrôle la dissociation du ligand. 
Le rôle de la chaîne ~ se situerait probablement au niveau de la 
transmission du signal biologique, suite à l'intéraction avec l'IL-2 alors 
que celui de la chaîne a serait d'augmenter l'affinité de liaison 
(Johnson, 1990). C'est donc dire que les deux chaînes contribueraient 
de manière importante à l'attachement de l'IL-2. Une hypothèse 
propose que la chaîne a pourrait lier rapidement la molécule d'IL-2, la 
transférer à la chaîne ~, et la priorité de dissociation viendrait de 
l'internalisation du ligand médiée par la chaîne ~ (Kuziel et Greene, 
1990). Notons que la sous-unité a est co-internalisée avec la sous-
unité ~ suite à l'attachement de l'IL-2. 
Jusqu'à tout récemment, les chercheurs n'avaient identifié que les 
chaînes alpha et bêta comme composantes du récepteur d'IL-2 à haute 
affinité. Et, bien que Kuziel et Greene (1990) avaient suggéré 
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l'existence possible d'une troisième ou d'une quatrième chaîne 
peptidique, rien n'avait jusqu'alors été démontré. Or, voilà que Saito 
et ses collaborateurs (1991) mettent en évidence la présence d'une 
troisième chaîne peptidique de 56 kD associée à la chaîne bêta et 
requise pour la liaison de l'IL-2 sur son récepteur de haute affinité. 
Ils stipulent que cette protéine de 56 kD est différente de la protéine 
tyrosine kinase p56lck (membre de la famille src). Pour leur part, 
Takeshita et al. (1992-a) découvrent une autre protéine, celle-ci de 64 
kD (appelée y), associée à la chaîne bêta qui serait impliquée dans la 
formation du IL-2R d'affinité intermédiaire et de haute affinité 
(Takeshita et al., 1992-a). Ils ont récemment donné suite à cette 
découverte en publiant l'ADNc cloné et la séquence en acides aminés 
(a.a.) de la protéine correspondante. La forme mature est composée de 
347 a.a., dont 86 sont intracytoplasmiques. Cette partie intracellulaire 
pourrait jouer un rôle dans la transmission du signal induit par 
l'intéraction de l'IL-2 sur son récepteur, car la séquence entre les 
position 288 et 321 semblent être homologues à la région SH2 ("Src 
Homology 2 ") qui à son tour peut se lier à des résidus phosphotyrosine 
de certaines phosphoprotéines (Takeshita et al., 1992-b). L'association 
de la chaîne y avec la chaîne ~ du IL-2R est essentielle pour la liaison 
de l'IL-2 et vice-versa. Elle est indispensable pour l'internalisation du 
complexe a~y (Takeshita et al., 1992-b). Ce groupe de chercheurs a 
identifié la présence de IL-2Ry par northern chez les lignées 
lymphocytaires MOLT~, MOLT4, Jurkat, MT-1, MT-2 et Raji. Les 
leucocytes du sang périphérique expriment également IL-2Ry, qu'ils 
soient activés par la PHA ou au repos (Takeshita et al., 1992-b). Un 
ARNm identifié par northern se situe à environ 1.8 Kb; un second 
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transcrit situé à 3.6 Kb à été identifié chez les cellules MOLT~, MOLT4, 
Jurkat et les PBL stimulés par la PHA. Un autre groupe de chercheurs 
(Voss et al., 1992) a identifié la présence de la chaîne y chez les 
cellules NK, comme faisant partie du récepteur d'affinité intermédiaire 
avec la chaîne ~. En absence d'IL-2, il n'y aurait pas d'association de la 
chaîne y avec la chaîne ~ (Voss et al., 1992). Ces chaînes peptidiques 
pouraient être responsables des phosphorylations sur les résidus 
sérine/thréonine et/ou tyrosine de la chaîne ~ du récepteur 
d'interleukine-2 (cf. ci-dessous). 
1.3 La transmission du signal 
L'activation et la prolifération des cellules T peut se résumer en 
deux phases distinctes. D'abord, l'activation (i.e. la transition de Go à 
G 1) induite par deux signaux distincts (cf. ci-dessus) mène à 
l'expression des gènes IL-2 et IL-2R. L'entrée de calcium 
extracellulaire par des canaux calciques membranaires est cruciale 
pour la production d'IL-2, alors que l'expression des IL-2R semble 
indépendante de l'entrée de calcium (Mills et al., 1985). La relâche de 
calcium intracellulaire emmagasiné est insuffisante pour induire la 
transcription du gène IL-2 et la production d'IL-2 (Gelfand et al., 
1988). Ensuite, ce n'est que lorsque l'IL-2 est sécrétée et agit de façon 
autocrine (ou paracrine) sur les lymphocytes T activés que la 
progression de la phase Gt à la phase S est rendue possible. Des études 
ont démontré que le temps requis pour le transit de la phase Gt du 
cycle cellulaire était déterminé par 3 variables : la concentration d'IL-
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2, la densité des IL-2R à la surface cellulaire et la durée d'intéraction 
du IL-2R avec son ligand (Smith, 1988; Cantrell et Smith, 1984). 
La modulation de l'expression du récepteur de l'IL-2 compte parrm 
les voies principales de prolifération lymphocytaire. Plusieurs études 
ont été faites sur l'expression des IL-2R, principalement chez les 
lymphocytes. On sait, d'une part, que l'IL-2 module son propre 
récepteur (Sharon et al., 1986). L'IL-2 à elle seule ne peut induire 
l'expression de la chaîne a chez les lymphocytes T au repos. 
Cependant, chez les lymphocytes activés, la liaison de IL-2 à son 
récepteur de haute affinité augmente l'expression à la surface de la 
chaîne a de dix fois (récepteur de faible affinité), alors qu'elle réduit 
l'expression des récepteurs de haute affinité q'environ 50% (Sharon et 
al., 1986). Par contre, chez les cellules NK, l'intéraction de l'IL-2 sur le 
récepteur J3, qui est exprimé de façon constitutive, induit la 
transcription de la chaîne a (Aribia et al., 1989). 
Chez les lymphocytes, l'intéraction d'un Ag sur son récepteur 
spécifique en présence d'IL-1 ou d'IL-6 provenant des macrophages 
induit la synthèse et la sécrétion d'IL-2 et l'expression de IL-2R 
(Depper et al., 1984; Cantrell et Smith, 1984 ). Plaetinck et al. (1990) 
ont rapporté que l'IL-1 et le TNF induisait l'expression en ARNm de 
IL-2Ra chez les cellules T lorsqu'ils sont utilisés seuls ou en synergie 
avec l'IL-2. Cependant, l'IL-1 induirait la sécrétion d'IL-2 et 
l'expression d'IL-2Ra à la surface, alors que le TNF en serait incapable 
(Plaetinck et al., 1990). L'interleukine-4 (IL-4), quant à elle, 
n'affecterait pas l'expression de IL-2Ra à aucun niveau chez les 
lymphocytes T isolés du sang périphérique et activés par la PHA ou en 
présence de PDB et d'ionomycine, selon l'étude de Or et al. (1992). 
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Toutefois, chez les lymphocytes T CD4+ isolés du sang périphérique et 
stimulés avec la Con A, l'IL-4 semble inhiber l'expression en ARNm de 
la chaîne ex, alors que l'expression de la chaîne ~ n'est pas inhibée 
(Gaya et al., 1991). Pour leur part, Lee et al. (1990) ont déterminé que 
l'IL-4 inhibait l'augmentation d'expression des IL-2R à haute affinité 
et à faible affinité induite par l'IL-2 chez les lymphocytes B normaux. 
Nakanishi et al. (1990) ont déterminé, quant à eux, que l'IL-4 inhibait 
grandement l'expression en ARNm de la chaîne ex dans le lymphome B 
(clone BLC1 -CL-3), alors qu'ils observaient une modeste augmentation 
de l'expression en ARNm de la chaîne ~. En parallèle, ces mêmes 
auteurs ont étudié la modulation des IL-2R par l'IL-5. Ils ont 
remarqué que l'IL-5 produisait une augmentation marquée de 
l'expression en ARNm de la chaîne ~, maximale à 12 heures, alors 
qu'ils observaient à peine une légère augmentation mais significative 
de l'ARNm de la chaîne ex. 
Outre les cytokines, d'autres facteurs peuvent moduler les IL-2R. 
L'AMPc, par exemple, inhibe l'expression de IL-2Rex à des niveaux 
membranaire, cytoplasmique et nucléaire (Anastassiou et al. 1992). 
De même, la prostaglandine E1 (PGE2), responsable de l'activation de 
PKA (Rincon et al., 1988), inhibent de près de 60% l'expression de IL-
2Rex à la surface des lymphocytes T activés par la PHA (Anastassiou et 
al., 1992). En outre, la leukotriène B4 (LTB4) semble jouer un rôle dans 
l'expression du IL-2R~ chez les lymphocytes CDS+ de même que chez 
les NK. En effet, Stankova et al. ( 1992) ont déterminé que la L TB4 
augmentait l'expression de la chaîne ~. tant au niveau de l'ARNm qu'au 
niveau de l'expression à la surface cellulaire. 
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Plusieurs détails sur les voies de transmission du signal, suite à 
l'intéraction de l'IL-2 sur son récepteur, sont encore obscurs. Piau et 
al. (1989) avaient suggéré que l'activation du cycle des phosphatidyl-
inositol~ et la stimulation de PKC pouvaient jouer un rôle important 
dans la v01e biochimique de la transmission du signal d'IL-2. 
Cependant, ceci est controversé puisque l'action du phorbol myristate 
acétate (PMA) et des ionophores à calcium combinée à une PKC 
activée, ne peut remplacer l'IL-2 lors d'une stimulation de 
prolifération des cellules dépendantes de cette interleukine (Mills et 
al., 1986, V alge et al., 1988). Donc, l'action de l'IL-2 repose, au moms 
en partie, sur la génération d'autres signaux biochimiques. Par 
ailleurs, chez plusieurs lignées cellulaires, l'interaction de l'IL-2 sur 
son récepteur engendre la phosphorylation de résidus tyrosine des 
protéines membranaires et intracellulaires (Ferris et al., 1989). Etant 
donné que ni IL-2Ra, ni IL-2R~ ne possèdent de domaine enzymatique 
tyrosine kinase intrinsèque (Fung et al., 1991), cela soulève la 
possibilité d'une troisième sous-unité protéique à l'intérieur du 
complexe de l'IL-2R de haute affinité correspondant à une tyrosine 
kinase associée au récepteur. Des études récentes faites par Saito et al. 
(1991) et Takeshita et al. (1992-a et 1992-b) démontraient la 
présence d'une 3.e. chaîne peptidique liée vraisemblablement à l'IL-2R 
de haute affinité (cf. section précédente). 
D'autres observations récentes suggèrent la présence de protéines 
associées à l'IL-2R de haute affinité mais ne faisant pas partie de l'IL-
2R comme tel (Bolen et al., 1991). Plusieurs candidats de poids 
moléculaire différents ont été découverts comme étant associés avec 
les sous-unités a et ~· Parmi ceux-ci, on retrouve des protéines de 
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liaison (ICAM) (Burton et al., 1990), des antigènes CMH 1 (Sharon et al., 
1988), une protéine de 22 kD (Saragovi et Malek, 1990) de même 
qu'une protéine de 95-110 kD (Sharon et al., 1990). Cependant, 
aucune de ces sous-unités ne serait requise pour les événements 
prolifératifs dépendants de l'IL-2. Toutefois, Horak et al. (1991) 
prétendent que des tyrosines kinases et sérine/thréonine kinases 
pourraient être impliquées dans les signaux de prolifération IL-2-
dépendants. Ils proposent, en particulier, la p56lck, faisant partie de 
la famille des tyrosines kinases src (mentionnée ci-dessus), qui serait 
associée conjointement avec la chaîne ~ et dont l'activité serait 
rapidement stimulée (environ une minute) en réponse à des niveaux 
physiologiques d'IL-2. Pour sa part, l'équipe. d'Asao et al. (1990) a 
déterminé que la phosphorylation de résidus tyrosines sur les IL-2R~ 
était dépendante de la concentration d'IL-2, alors que la 
phosphorylation des sérines/thréonines de la même protéine en était 
entièrement indépendante. 
1.4 Le facteur activateur de plaquettes (PAF) 
Le 1-alkyl-2-acétyl-sn-glycéro-3-phosphocholine, mieux connu 
sous le nom de PAF-acéther est un phospholipide synthétisé par 
plusieurs cellules dont les neutrophiles (Lotner et al., 1980), les 
plaquettes (Chap et al., 1981), les monocytes (Albert et Snyder, 1983) 
et les cellules endothéliales (Camussi et al., 1983). Le PAF est 
impliqué dans les thromboses, les inflammations aigües, l'asthme et le 
choc anaphylaxique (Handley et Saunders, 1986). Le PAF peut être 
synthétisé de deux façons différentes : par la voie du remodelage ou la 
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voie de novo (Prescott et al., 1990) (cf annexe 2). La voie du 
remodelage débute avec l'activation d'une PLA2 qui catalyse 
l'hydrolyse de l'acyl gras en position 2 des phosphoglycérides 
acylcholine pour donner intermédiaire, le lyso-P AF et un acide gras 
libre. La PLA2 préfère un phospholipide (PL) qui a un acide 
arachidonique en position 2 (Chilton et al., 1984; Chilton et al., 1988; 
Ramesha et al., 1986; Suga et al., 1990). La deuxième étape consiste 
en la conversion du lysa-PAF en PAF par l'ajout d'un acétate qui est 
catalysé par une acétyl-coenzyme A spécifique: la lyso-PAF 
acétyltransférase (Suga et al., 1990). La synthèse du PAF par cette 
voie ne se fait pas de façon constitutive. Ses deux étapes de synthèse 
sont activées, ce qui nécessite un contrôle précis des enzymes 
impliquées (Prescott et al., 1990). 
Une seconde voie (de novo) implique la synthèse de 1-0-alkyl-2-
acetyl-sn-glycerol qui est convertit en PAF par une CDP-choline 
unique: la 1-alkyl-2-acetyl-sn-glycerol choline phosphotransférase. 
Cette voie est analogue à celle de la synthèse des phosphatidyl-choline 
(PC) excepté que les enzymes sont spécifiques aux précurseurs 
appropriés. La présence d'acides gras libres stimulerait la synthèse de 
novo du PAF (Blank et al., 1988). La dégradation du PAF se fait via 
l'enzyme P AF-acétylhydrolase qui est hautement spécifique pour les 
phospholipides avec une courte chaîne acyl en position 2 (Peplow, 
1990). La synthèse et la sécrétion de cet enzyme se fait par les 
macrophages (Elstad et al., 1989, Stafforini et al., 1990). Le PAF 
exerce son action via des récepteurs à la membrane des cellules-cibles. 
Le récepteur du PAF a été le premier récepteur de ligand lipidique à 
être cloné (Honda et al., 1991). L'analyse de sa séquence révèle que le 
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récepteur du PAF appartient à la superfamille des récepteurs 
protéiques couplés à une protéine G (Honda et al., 1991). Des 
récepteurs du PAF ont été identifiés chez les plaquettes (Hwang et al., 
1986), neutrophiles (O'Flaherty et al., 1986), monocytes (Valone, 1988) 
et les cellules de Kupffer (Chao et al., 1989). Le récepteur du PAF 
serait couplé à une protéine-G puisque le PAF stimule l'activité 
GTPasique chez les plaquettes et les neutrophiles et que le GTP inhibe 
spécifiquement la liaison du PAF à la membrane de ces deux types 
cellulaires (Travers et al., 1989). La spécificité de ces protéines G, 
définie par leur sensibilité aux toxines de pertussis (PT) et du choiera 
(CT), diffère entre les plaquettes et les polymorphonucléaires (Hwang, 
1988). L'hydrolyse du GTP induite par . le PAF (i.e. l'activité 
GTPasique) chez les neutrophiles humains est inhibée complètement 
par les PT et CT, alors que cette même réaction biochimique est 
insensible à ces toxines chez les plaquettes sanguines humaines 
(Hwang, 1988). Cela laisse supposer au moins deux différentes classes 
de récepteurs du PAF chez les cellules humaines, chacune déclanchant 
une voie de signalisation spécifique (Hwang, 1990). Une fois lié à son 
récepteur, le PAF initie une cascade d'événements biochimiques en 
stimulant l'activité GTPasique qui, à son tour, inhibe l'adénylate 
cyclase· (Haslam, 1982), stimule l'influx de calcium et la relâche de 
calcium intracellulaire emmagasiné, la libération d'inositol phosphate 
et l'expression d'oncogènes précoces dans certaines lignées cellulaires 
B lymphoblatoïdes (Mazer et al., 1991). Ces actions sont complètement 
bloquées par des antagonistes du PAF (Mazer et al., 1991). 
L'occupation par le ligand induit une dése~sibilisation rapide des 
récepteurs du PAF (Prescott et al., 1990). Notons que l'activation de la 
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PKC par d'autres routes diminue aussi l'activité des récepteurs du PAF 
(Prescott et al., 1990). 
Jusqu'à tout récemment, on ignorait si les lymphocytes possédaient 
des récepteurs du PAF. Rola-Pleszczynski et al. (1988) de même que 
Dulioust et al. (1990) ont remarqué que lorsqu'ils stimulaient des 
lymphocytes du sang périphérique avec de la PHA et qu'ils les 
traitaient ensuite avec du PAF, celui-ci inhibait la prolifération des 
lymphocytes de même que la synthèse d'IL-2. L'effet du PAF était 
spécifique puisqu'il était antagonisé par le BN 52021, un antagoniste 
du PAF. Ceci laisse supposer l'existence de récepteurs du PAF à la 
surface des lymphocytes. Par ailleurs, Travers et al. (1989) et 
Schulam et al. (1991) ont attesté la présence de récepteurs du PAF 
chez certaines lignées cellulaires lymphoblastiques B. Mazer et al. 
(1992) et Nguer et al. (1992) ont corroboré ces résultats avec d'autres 
lignées lymphocytaires B. Ces derniers ont de plus déterminé la 
présence de récepteurs du PAF chez les lymphocytes B activés isolés 
du sang périphérique. En outre, Calabresse et al., (1992) ont 
déterminé la présence de récepteurs du PAF chez les lymphocytes T 
issus du sang périphérique. 
Etant donné ces résultats, le PAF pourrait agir à différents niveaux 
(nucléaire, transcriptionnel, post-transcriptionnel ou membranaire). 
Dans le but de déterminer par quel(s) mécanisme(s) le PAF inhibe la 
prolifération des lymphocytes co-stimulés avec la PHA, nous émettons 
l'hypothèse que le PAF modulerait l'expression des récepteurs d'IL-2. 
Pour vérifier cette hypothèse, nous avons, d'une part, regardé les 
niveaux d'accumulation d'ARNm des sous-unités a. et ~ du IL-2R, par 
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des études de northern et, d'autre part, nous avons vérifié l'expression 
des IL-2R à la surface cellulaire par des études de cytofluorométrie. 
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2. MATERIEL ET METHODES 
2.1 MILIEUX DE CULTURE 
Le RPMI 1640 et le DMEM (ICN/Flow, Mississauga, Ont.) sont les 
milieux de culture utilisés pour la culture cellulaire et les essais 
biologiques. Ces milieux sont supplémentés en penicilline, 100 U/ml 
(Ayerst, Montréal, Qué.), streptomycine, 100 µg/ml (Allen & 
Handburys, Montréal, Qué.) et de 5% de sérum (lntergene, Purchase, 
NY, E-U) dans le cas des cultures cellulaires. 
2.2 REACTIFS 
2.2.1 Facteur activateur de plaquettes (PAF). 
Le PAF, acheté de BACHEM Inc. (Philadelphie, E-U), est dissout dans 
l'éthanol et dilué à la concentration voulue dans du milieu RPMI 
supplémenté de 0,25% d'albumine bovine sérique (BSA) (SIGMA, St-
Louis, E-U). Le contrôle contient le véhicule seulement. 
2.2.2 Prostaglandines 
La PGE2 (Sigma) est diluée à 1 mg/ml dans l'éthanol et utilisées à 
1 o-6 M dans les essais cellulaires. 
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2.2.3 Lectines. 
La phytohémagglutinine (PHA) provient de Baxter (Mississauga, 
Ont.). Elle est diluée dans du tampon PBS (cf. la composition de ce 
tampon à l'annexe 3) et est utilisée à une concentration de 10 µg/ml 
ou de 2,5 µg/ml lors des stimulations. La concanavaline A (Sigma), est 
utilisée à 10 µg/ml. 
2.2.4 Antagonistes du PAF 
Le WEB 2170 (Dr. Hubert Heuer, Boehringer Mannheim, Mannheim, 
Allemagne) est utilisé pour antagoniser les effets du PAF en se liant au 
récepteur du PAF. L'antagoniste est ajouté environ 15 minutes avant 
le PAF dans les échantillons. 
2.2.5 Anticorps monoclonaux 
Les anticorps monoclonaux utilisés pour la cytofluométrie sont 
dirigés contre des antigènes cellulaires humains. Provenant de chez 
Endogen (Boston, MA.), l'anti-IL-2R~ est utilisé à 1 µg/106 cellules, 
alors que l'anti-IL-2Ra, l'anti-CD4 et l'anti-CD8 (Becton-Dickinson, San 
José, CA) sont employés à 0.1 µg/106 cellules. Le marquage des 
cellules se fait par la liaison d'un anticorps anti-IgG chèvre anti-souris, 
conjugué à un fluochrome, la fluorescéine d'isothiocyanate (FITC) 
(Jackson Immuno Research Laboratories Inc, West grove, PA), sur 
l'anticorps primaire spécifique. L'anticorps marqué au FITC est utilisé 
à 0,25 µg/ 106 cellules. 
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2.3 CULTURES CELLULAIRES 
Les cellules sont cultivées à 37°C dans un atmosphère humide 
renfermant 5% de co2. 
2.3.1 Hybridomes 
Les hybridomes OKT4 et OKT8 (provenant de American Tissue 
Culture Collection (ATCC), Parkville, MD) originent de la fusion d'une 
cellule de myélome murin et d'un splénocy_te de souris producteur 
d'anticorps anti-CD4 ou anti-CD8 humain. La culture des cellules OKT4 
se fait dans du milieu RPMI 1640 (10% de sérum) alors que les cellules 
OKT8 se cultivent dans du milieu DMEM (10% de sérum) sans tampon 
HEPES. Le surnageant recueilli est titré au fluoromètre F ACScan 
("Fluorescence-activated cell sorter") (Becton-Dickinson, Mountain 
View, CA) pour déterminer sa concentration en anticorps anti-CD4 ou 
anti-CD8. Ces anticorps serviront à isoler les sous-populations de 
lymphocytes T CD4+ ou CDS+ (cf. ci-dessous pour la technique de 
"panning"). 
2.3 .2 Lignées lymphocytaires 
Les cellules T cytotoxiques murines CTLL (provenant de S Gillis, 
Immunex corp., Seattle, WA) servent au dosage de l'IL-2. Elles sont 
cultivées dans du milieu RPMI 1640 supplémenté de 5% de sérum 
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dialysé, 50 mM de 2-mercaptoéthanol, 2 mM de glutamine ainsi que 
de surnageant de rate de rat préparé comme suit. Une fois prélevées, 
les rates de rat sont déchiquetées dans du tampon PB S froid puis 
centrifugées afin de recueillir les lymphocytes. Ces derniers sont 
stimulés avec de la Con A (10 µg/ml) pendant 24 heures dans le but 
de faire produire des quantités substantielles d'IL-2. Les surnageants 
sont récoltés et congelés à - 20°C. 
2.3.3 BHK 
La lignée fibroblastique BHK (ATCC) est utilisée pour sa capacité à 
sécréter de la fibronectine, une composante de la matrice extra-
cellulaire, qui tapisse le fond des flacons. Les monocytes adhèrent à la 
couche de fibronectine alors que les lymphocytes y adhèrent moins. 
Nous pouvons par la suite séparer ces deux populations cellulaires (cf. 
ci-dessous). Les BHK sont cultivées dans du milieu DME supplémenté 
en antibotiques (penicilline, 100 U/ml et streptomycine, 100 µg/ml) et 
de 5% de sérum. 
2.4 SEPARATION DES PBML DU SANG PERIPHERIQUE 
Le sang de volontaires adultes et en bonne santé est prélevé et 
déposé sur un gradient de Ficoll-Hypaque (Ficoll 400, Pharmacia, 
Uppsala, Suède; Hypaque Sodium, Winthrop Laboratories, Aurora, Ont.) 
de densité 1,077 puis centrifugé à 1400 RPM pendant 30 minutes. 
Après deux lavages dans du tampon PBS, les leucocytes sont déposés 
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sur couche de fibronectine. Les monocytes adhèrent pendant 1 heure 
à 37°C-5% C02, puis les lymphocytes sont décantés. 
2.4.1 Isolement des lymphocytes T 
La méthode utilisée s'inspire de celle décrite par Clouse et al. 
(1987). La laine de nylon (0,9 g) (Cellular Products Inc., Buffalo, NY) 
est rincée dans du milieu RPMI 1640 (10% de sérum), préchauffé à 
37°C, et déposée dans une seringue de 30 ml stérile. On ajoute du 
milieu chaud (37°C) jusqu'au dessus du niveau de la fibre de nylon 
puis on incube le tout à 37°C pendant 30 minutes minimum. Ensuite, 
on laisse égoutter le milieu jusqu'au niveau de_ la fibre, puis on ajoute 
3-4 ml de suspension lymphocytaire (ne dépassant pas un total de 1,2 
X 108 cellules par seringue). On laisse imprégner dans la fibre et on 
rajoute un peu de milieu pour ne pas laisser sécher la fibre. Le 
montage est incubé à 37°C pendant 30 minutes. Pour recueillir les 
lymphocytes T, on fait éluer la suspension cellulaire très délicatement 
en remplaçant le volume perdu par du milieu RPMI 1640 (5% de 
sérum) chauffé à 37°C. Il est important que le milieu soit chaud et 
qu'il contienne du sérum afin de maintenir l'adhérence des 
lymphocytes B et des monocytes dans la colonne de nylon. La 
proportion de lymphocytes T dans l'éluat est déterminée par 
cytofluorométrie en marquant un échantillon avec une solution 
d'anticorps marqués et dirigés contre un antigène spécifique des 
cellules T ou B ("simultest" de Becton-Dickinson). Le "simultest" 
comprend deux types d'anticorps: un premier dirigé contre l'Ag CD3 , 
retrouvé chez les cellules T seulement, est marqué à la fluorescéine 
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(pigment vert) et un second dirigé contre l'antigène CD19 retrouvé 
seulement chez les lymphocytes B, est marqué à la phycoérythrine 
(pigment rouge). Le pourcentage de monocytes est déterminé en 
marquant les cellules (dans un tube séparé) avec un anticorps anti-
CD14 conjugué à la phycoérythrine. Les populations de cellules sont 
analysés en double fluorescence avec un fluoromètre (FACScan). En 
général, les échantillons étaient enrichis à 85% en lymphocytes T et 
renfermaient < 1 % de lymphocytes B et de monocytes. 
2.4.2 Séparation des sous-populations par "panning" 
Nous avons suivi la méthode de Wysocky et Sato (1978), hormis 
quelques modifications. On fixe d'abord des IgG de chèvre anti-souris 
(Cappel, Cooper Biomedical Inc., Malvean, PA) dilués dans du tampon 
Tris (Sigma), 0,05 M, pH=9,5 à 10 µg/ml. On incube dans des boîtes de 
Petri (non-traités pour la culture cellulaire, 10 ml/boîte) pendant 40 
minutes à la température de la pièce. L'anticorps non-lié est enlevé en 
lavant les pétris trois fois avec du tampon PB S puis une fois avec du 
PB S supplémenté de 1 % sérum. Pendant ce temps, les lymphocytes T 
sont marqués avec un anticorps anti-CD4 ou anti-CD8 humain 
(provenant de la culture d'hybridomes) à 4°C pendant 45 minutes, 
lavés une fois avec du tampon PB S, puis resuspendus dans du PB S 
suplémenté de 5% de sérum. On dépose ensuite 3 ml de la suspension 
cellulaire sur anticorps fixés sur les boîtes de pétris et on incube à 4 °C 
pendant 2 heures. La population non-adhérente se récupère en 
décantant et en lavant doucement les pétris avec du tampon PB S 
supplémenté de 1 % de sérum; la population adhérente est recueillie en 
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pipettant vigoureusement 10 à 15 ml de tampon PB S supplémenté de 
1 % de sérum. On répète trois fois cette procédure et on regroupe les 
trois lavages. 
2.5 TECHNIQUES EXPERIMENTALES 
2.5 .1 Prolifération des lymphocytes 
La prolifération lymphocytaire est mesurée par la quantité de 3 H -
thymidine incorporé dans le noyau des cellules lors de la synthèse 
d'ADN. Dans une plaque de 96 puits, on dépose 2 X 105 lymphocytes 
(100 µl). Ensuite, on ajoute le traitement (PAF ou autre) et on 
complète à 200 µl avec du milieu RPMI 1640. Après une demi-heure 
d'incubation à 37°C on ajoute 20 µl de sérum et on laisse proliférer à 
37°C (5% C02) pendant 72 heures. Après 66 heures d'incubation, on 
ajoute la 3H-thymidine 20 µCi/puits (Amersham, Oakville, Ont.). Les 
cellules sont recueillies à l'aide un appareil Titertek (Skatron Flow 
McLean, Virginie, E-U) sur des papiers filtres (Whatman, Maidstone, 
Angleterre). Les filtres de fibre de verre sont déposés dans des tubes 
contenant 4 ml de liquide à scintilation (NBCS 104, Amersham) et la 
radioactivité est comptée par un compteur bêta (LKB Wallac 1215 
Rackbeta II, Fisher Scientific, Montréal, Qué.). 
2.5 .2 Dosage d 'IL-2 
La production d'IL-2 par les lymphocytes est évaluée d'après la 
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prolifération (incorporation de 3H-thymidine) des cellules CTLL dont 
la croissance dépend de la concentration d'IL-2. Dans une plaque de 
96 puits, on dépose 100 µl de milieu RPMI 1640 supplémenté de 10% 
de sérum dialysé. Ensuite, on ajoute, en dilutions doublantes, des 
surnageants de lymphocytes humains ayant été stimulés auparavant 
et renfermant des quantités inconnues d'IL-2. Puis, on ajoute 5 X 103 
cellules CTLL par puits (100 µl). On laisse proliférer pendant 24 
heures à 37°C, 5% C02. Le lendemain, on fait incorporer de la 3 H -
thymidine pendant 4 heures, on filtre avec le récolteur de cellules 
("cell harvester"), on dépose les filtres de fibre de verre dans du 
liquide à scintillation et on fait compter la radioactivité au compteur 
bêta. On établit une courbe standard d'IL-2 recombinant (IL-2r) 
(AMGEN biologicals) en faisant des dilutions doublantes d'une solution 
stock de 20 U/ml et on détermine la concentration d'IL-2 dans les 
échantillons par projection directe sur un graphique de l'incorporation 
de 3 H-thymidine par les cellules CTLL en fonction de la concentration 
d'IL-2r. 
2.5.3 Extraction d'ARN et transfert northern 
L'ARN est isolé par la méthode d'extraction guanidium acide 
thiocyanate phénol-chloroforme (Chomczynski et Sacchi.1. 1987). Une 
solution stock de guanidinium est préparée en ajoutant à 250 g de 
guanidinium thiocyanate (Fluka, Buchs, Suisse), 250 ml d'eau, 17 ,6 ml 
de citrate de sodium (0,75 M, pH 7) et 26,4 ml de sarcosyl 10%. Une 
fois les stimulations terminées, les lymphocytes sont transférés dans 
des tubes de polypropylène stériles de 10 ml (Sarstedt, St-Laurent, 
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Qué.) et centrifugés à 1400 rpm pendant 5 minutes. Le surnageant est 
recueilli (pour des dosages d'IL-2) ou jeté rapidement et le culot de 
lymphocytes est resuspendu dans 1 ml de solution D. La solution D est 
préparée en ajoutant 360 µ 1 de 2-mercaptaéthanol dans 50 ml de 
solution stock de guanidinium thiocyanate. L'ARN est conservée à 
-80°C jusqu'à son extraction. 
Les échantillons d'ARN sont rapidement dégelés. Au 1 ml de 
solution D, on ajoute 0,1 ml d'acétate de sodium 2 M stérile, puis 1 ml 
de phénol saturé avec du tampon Tris pH 8, et finalement 0,2 ml de 
chloroforme-alcool isoamyl ( 49: 1 ). Les tubes sont mélangés 
doucement entre chaque étape. Les tubes sont mélangés 
vigoureusement (vortex) pendant 10 secondes et déposés les tubes sur 
la glace pendant 15 minutes. Ensuite, les tubes sont ~entrifugés à 10 
000 rpm pendant 20 minutes à 4 °C. La phase aqueuse est transférée 
dans de nouveaux tubes stériles (Sarstedt) et l'ARN est précipité avec 
1 ml d'isopropanol pendant 1 1/2 heure à -20°C. Les ARN sont 
centrifugés à 10 000 rpm, 4 °C, pendant 20 minutes. Les culot d' ARN 
sont dissous dans 0,3 ml de solution D, transférés dans des tubes 
eppendorf stériles et reprécipités avec 1 volume d'isopropanol 
pendant 1 heure à -20°C. Les ARN sont centrifugés pendant 10 
minutes à 4°C dans une microcentrifugeuse. Le culot est lavé avec 1 
ml d'éthanol à 75%. On sèche le culot et on resuspend l'ARN dans de 
l'eau stérile. L'ARN est ensuite dosé au spectrophotomètre à 260 nm 
et 280 nm. L'électrophorèse se fait sur gel d'agarose (GIBCO, 
Burlington, Ont.)1 % dans du tampon MOPS (Sigma) (cf. la composition à 
l'annexe 3) dénaturant (0,05 volume de formaldéhyde 37%). L'ARN 
est - dénaturé avec une solution formée de formaldéhyde (18% vol.), 
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formamide (56% vol.) (Sigma), M 0 P S et le tout est chauffé à 65 °C 
pendant 15 minutes. 
Le transfert s'effectue par le vide, à une pression constante de 50 
mm de mercure pendant 2 1/2 heures. L'ARN est transféré sur une 
membrane de nylon Hybond N+ (Amersham). Le tampon de transfert 
est simplement du NaOH 0,05 N stérile (i.e. sans nucléase). 
Pour l'hybridation des membranes, les sondes d'ADNc suivantes ont 
été utilisées : IL-2Ra, IL-2R~ et IL-2 humaines et une sonde 
ribosomale 18S-28S d'origine Ascaris lumbricoides. La sonde IL-2Ra 
(clone pIL-2R2), provient de chez ATCC. Le fragment de 0.92 Kb est 
cloné dans pBR 322 et a été excisé par digestion enzymatique avec 
EcoR 1. IL-2Ra hybride à une hauteur de 1.5 Kb et de 3.5 Kb sur le 
northern. La sonde IL-2 (clone HT-5.1) vient également de chez ATCC 
et a été cloné dans pBR 322. Le fragment de 0.91 Kb est excisé par 
digestion enzymatique avec Bam.H 1. L'IL-2 hybride à 0.9 Kb. La 
sonde IL-2R~ à été généreusement offerte par le Dr. W. J. Leonard 
(Bethesda, MD). Le fragment de 1.7 Kb a été cloné dans Bluescript SK 
(-) (5'-3') et a été excisé par digestion enzymatique avec Xho 1. L'IL-
2 R ~ hybride à 4.0 Kb. Finalement, la sonde ribosomale a été 
grâcieusement offerte par le Dr. Eliane Müller. Le fragment de 3.2 Kb 
a été cloné dans pB322. L'insert peut être excisé par digestion 
enzymatique avec BamHI. 
Après digestion enzymatique, le fragment excisé est séparé par 
électophorèse sur gel d'agarose 1 % dans du tampon TA E (cf. la 
composition de ce tampon à l'annexe 3). La bande d'ADN 
correspondant au fragment qui nous intéresse est coupée du gel et 
purifiée par la technique de GeneClean (Bio 101 Inc., La Jolla, CA). 
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Cette technique rapide consiste à isoler l'ADN par adsorption sur des 
billes de verre ("glassmilk"). Brièvement, la bande d'agarose coupée 
est déposée dans un eppendorf pré-pesée et découpée en petites 
pièces de =2 mm3. On ajoute 2,5 à 3 volumes de Nal et on laisse 
fondre l'agarose pendant 2-3 minutes à 50°C. On ajoute 5 µl d'une 
suspension de billes de verre (" glassmilk"), on mélange et on laisse sur 
glace pendant 5 minutes. On centrifuge 5 secondes à haute vitesse 
(13000 rpm). On jette le surnageant et on lave 3 fois l'ADN adsorbé 
sur les billes (culot) avec du tampon NEW (NaCl-éthanol-H20) froid, 
préparé à partir d'un concentré auquel on ajoute 140 ml d'eau distillée 
et 155 ml d'éthanol 95%. On resuspend le culot avec 10 µl d'eau 
stérile. On incube pendant 2-3 minutes à 50°C. On centrifuge pendant 
30 seconde à 13 000 rpm et le surnageant est recueilli dans un 
nouveau tube. On recommence une autre fois cette dernière étape et 
on réunit les deux surnageants. L'ADN est dosé en déposant 1 µl de 
préparation d'ADN sur un pétri de bromure d'éthidium (1 µg/ml EtBr 
dans 20 ml d'agar, Sigma) et en comparant avec des concentrations 
standard d'ADN de sperme de saumon. 
Les sondes d'ADNc sont marqués avec du dCTcxP32 (activité 
spécifique > 3000 Ci/mmol) par la méthode de marquage par amorces 
aléatoires ("random priming"). Le protocole utilisé venait du kit 
"Multiprime DNA labelling system" (Amersham). Brièvement, la sonde 
d'ADN (25 ng) est dénaturée en la chauffant à 100°C pendant 5 
minutes, puis on refroidit immédiatement le tube sur la glace. Les 
réactifs suivants sont ajoutés sur la glace, dans l'ordre: un mélange de 
désoxynucléotides libres ("multiprime buffer solution", 10 µl), les 
amorces ("primer solution", 5 µl), le dCTP marqué au 32p (Amersham) 
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et l'enzyme klenow (2 µ 1). On mélange le tout et on laisse la 
transcription d'ADNc s'effectuer pendant 4 heures. On compte la 
radioactivité incorporée (au compteur bêta) en précipitant l'ADN 
marqué sur des filtres de fibre de verre avec une solution de 10 % 
d'acide trichloroacétique (TCA) froid. Le pourcentage d'incorporation 
se calcule comme suit: 
% = CPM incorporés 
CPM totaux 
X dilution X 100 
Les membranes de nylon sont d'abord préhybridées à 68°C 
pendant au 4 heures avec une solution faite de Tris 120 mM pH 7.4, 
NaCl 600 mM, EDTA 8 mM, N~PP 0,1 %, SDS 0,2% et héparine 100 
µ g/ml. L'hybridation se fait pendant = 18 heures avec agitation avec la 
même solution excepté que la concentration d'héparine est augmentée 
à 625 µg/ml supplémentée de 10% de sulfate de dextran. pour saturer 
les sites non-spécifiques. Les membranes sont ensuite lavées une fois 
avec une solution de SSC (2X) (cf. la composition de cette solution à 
l'annexe 3) pendant 20 minutes à température de la pièce sans 
agitation. Un deuxième lavage s'effectue dans une solution de SSC 
(0,lX) et SDS (0,1 %) à 68°C pendant une heure avec agitation. Les 
membranes sont rincées avec une solution de SSC (0,lX) à la 
température de la pièce. Les membranes sont exposées sur un film 
XAR-5 (Kodak) dans une cassette munie de deux écrans intensifiants à 
-80°C. Après exposition, les membranes sont déshybridées à 90°C 
pendant 60 minutes dans une solution de SSC (0,02X) et SDS (0,2%). 
Les autoradiogrammes sont développés et la densitométrie est lue par 
un appareil "Scanman" (Logitech, Fremont, CA) et analysée avec le 
logiciel "Sean Analysis" (Specom Research) sur Macintosh™. 
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2.5 .4 Cytofluorométrie 
Le principe consiste en la reconnaissance d'un Ag cellulaire par un 
Ac spécifique conjugué à un fluorochrome. Les lymphocytes sont 
aliquotés à 106 cellules/tube et stimulés avec le PAF en présence ou 
en absence de PHA pendant 24 heures ou 48 heures à 37°C (5% C02). 
Ensuite, les lymphocytes sont centrifugés à 1200 rpm pendant 5 
minutes. Ils sont lavés deux fois dans du tampon PB S et une troisième 
fois avec du milieu RPMI 1640 (supplémenté de 0,25% B SA). On 
ajoute 13 µl de l'anticorps anti-IL-2Rcx (anti-ÇD25, Becton-Dickinson) 
ou 1 µl (1 µg/µl) de l'anti-IL-2R~ (anti-p75, Endogen). Les cellules 
sont incubées à 4°C pendant 30 minutes puis lavées deux fois avec du 
tampon PB S froid. Ensuite, on ajoute 100 µl d'anticorps de chèvre 
anti-souris conjugués à la fluorescéine (FITC) (dilué 1 :200 dans du 
milieu RPMI 1640 additionné de 0,25% d'albumine bovine sérique 
(BSA)). Les tubes sont incubés à 4°C à l'obscurité pendant 30 minutes. 
Après, les lymphocytes sont lavés deux fois dans du tampon PBS froid 
et resuspendus dans 200 µl de tampon PB S froid. La fluorescence est 
lue par un fluoromètre (FACScan, Becton-Dickinson, CA) et l'analyse 
des données nous informe sur le pourcentage de positivité (exprimé en 
logarithme de fluorescence) correspondant aux modulations 
d'expression des IL-2Rcx ou IL-2R~ à la surface des cellules stimulées 
par rapport aux cellules-contrôles. 
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2.6 ANALYSE STATISTIQUE 
L'analyse des résultats exigeait parfois le rejet de certaines valeurs. 
Pour ce faire, nous avons utilisé le critère d'exclusion d'une valeur de 
Chauvenet (Holman, 1989). Les valeurs sont parfois ramenées en 
indice de prolifération (ratio), car elles peuvent vaner à cause de la 
variation entre les individus. Les ratios sont obtenus en divisant la 
valeur de l'échantillon traité par la valeur contrôle pour chaque 
expérience. Ensuite, on calcule la moyenne des ratios, la valeur 
contrôle étant égale à 1,0. Puis, on détermine la significativité de ces 
valeurs relatives par l'analyse de variance. Un niveau de probabilité 
avec p < 0,05 est considéré comme significatif. Lorsque les valeurs 




Dans le but d'étudier par quel mécanisme le PAF module la 
prolifération lymphocytaire, nous avons émis l'hypothèse que le PAF 
agissait au niveau des récepteurs de !'interleukine 2. Notre étude se 
divise en deux sections majeures. Dans un premier temps, les 
lymphocytes fraîchement isolés du sang périphérique humain sont 
traités en présence de différentes concentrations de PAF. En second 
lieu, nous répétons essentiellement le même type d'expériences, 
excepté que les lymphocytes sont co-stimulés par le mitogène PHA, 
une lectine d'origine végétale. Ceci nous permet d'observer les effets 
du PAF (facteur activateur des plaquettes) sur les IL-2R dans un 
système où les cellules sont non-activées versus activées. Nous avons 
débuté nos expériences avec une concentration de PHA de 10 µg/ml, 
en nous basant sur la concentration utilisée dans certaines publications 
pour les études de prolifération et de production d'IL-2 (cf. Dulioust et 
al., 1990). Cependant, lors de nos d'études préliminaires sur les IL-2R, 
nous n'observions pas de modulations par le PAF de l'expression des 
IL-2R sur les lymphocytes costimulés par 10 µg/ml de PHA. 
L'activation cellulaire pouvait plafonner à cette concentration et les 
cellules ne pouvaient peut-être plus répondre au PAF. Nous avons 
alors effectué une courbe de prolifération lymphocytaire en présence 
de différentes concentrations de PHA et nous avons choisi une 
concentration de 2,5 µg/ml. À cette concentration, le niveau de 
prolifération se situait dans la phase exponentielle de la courbe i.e. 
avant la saturation de la réponse biologique. 
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Fieure 1 Le PAF augmente la prolifération des lymphocytes humains. Les 
lymphocytes du sang périphérique humain, sont incubés à 2xl06 cellules/ml en présence 
de différentes concentrations de PAF (10-12 à 10-8 M) et en présence ou en absence de 
l'antagoniste du PAF, le WEB 2170 (lo-5 M), pendant 72 heures. En parallèle, des 
lymphocytes ont été traités avec du lyso-P AF (précurseur inactif du PAF) dans les mêmes 
conditions. Les résultats, exprimés en indice de prolifération de l'incorporation de 3tt-
thymidine des échantillons stimulés par rapport à l'échantillon contrôle (EtOH 10-8 M), 
représentent la moyenne de 7 expériences effectuées en triplicata. * p < 0.05. 
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différentes concentrations de PAF et en absence de PHA. Le mveau de 
prolifération est déterminé par l'incorporation de 3 H- Thymidine 
mesurée après 72 heures d'incubation. La figure 1 montre que le PAF 
augmente de façon significative (p<0.05) la prolifération des 
lymphocytes. De plus, l'effet du PAF est spécifique, non seulement 
parce qu'il est antagonisé par le WEB 2170 (un antagoniste du PAF), 
mais aussi parce que le lyso-PAF, un intermédiaire inactif du PAF, ne 
peut reproduire les effets causés par le PAF. Les résultats sont 
exprimés en valeurs relatives de l'incorporation de 3 H-thymidine par 
rapport au contrôle et représentent la moyenne de 7 expériences 
effectuées en triplicata. 
Ensuite, nous avons dosé l'IL-2 chez la population totale des 
lymphocytes fraîchement isolés à partir du sang périphérique humain 
et stimulée par le PAF à différentes concentrations. La quantité d'IL-2 
dosée se situait en deçà de la limite de détection par la méthode de 
dosage de prolifération avec les cellules CTLL (cf. matériel et 
méthodes). 
Nous avons, par la suite, étudié les niveaux d'expression à la 
surface des sous-unités a et ~ du IL-2R par cytofluorométrie. Les 
lymphocytes totaux humains sont incubés en présence de PAF pendant 
24 et 48 heures. Ensuite, les cellules sont lavées et marquées avec un 
anti-IL-2Ra (figure 2) ou un anti-IL-2R~ (figure 3) (cf. section 
matériel et méthodes). Les données obtenues à partir de 6 à 9 
expériences (donneurs) différentes sont transformées en valeurs 
relatives par rapport au contrôle (l0-6 M d'éthanol i.e. le véhicule 
dans lequel est solubilisé le PAF), étant donné qu'elles pouvaient 
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Fh:ure 2 Le PAF augmente l'expression du IL-2Ra à la surface des 
lymphocytes. Les lymphocytes humains son·t incubés à 1 X 106 en présence de 
différentes concentrations de PAF pendant 24 heures (A) ou 48 heures (B). Ensuite, ils 
sont marqués avec un anticorps anti-IL-2Ra lié à un anticorps chèvre anti-souris 
conjugué à un fluochrome (cf. section cytofluorométrie des matériel et méthodes). La 
fluométrie est lue au FACScan (Becton-Dickinson). Les données portées en graphique 
représentent la moyenne des données de fluorométrie transformées en valeurs relatives 
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Fieure 3 Le PAF module l'expression du IL-2R~ à la surface des 
lymphocytes. L'expérience est sensiblement la même qu'en figure 2, excepté que 
l'anticorps utilisé est l'anti-IL-2R~ (Endogen). En A), les lymphocytes humains ont été 
incubés pendant 24 heures et en B) pendant 48 heures, en présence de diverses 
concentrations de PAF. *p<0,05 
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on observe une augmentation significative (p<0.05) de l'expression du 
IL-2Rcx à des concentrations de PAF variant de 10-12 M à 10-8 M. 
Cette augmentation se poursuit après 48 heures (fig. 2b) en présence 
de concentrations de PAF de 1 pM et 100 pM. Dans le cas du IL-2RP 
(fig. 3), on observe que le PAF (1 pM et 100 pM) inhibe son expression 
après 24 heures, alors qu'après 48 heures, une concentration de 100 
pM de PAF augmente de façon significative l'expression de IL-2RP. 
Nous avons poursuivi nos travaux en regardant les niveaux 
d'accumulation d'ARNm des chaînes a et p du IL-2R en présence de 
PAF par des études de Northern. D'abord, nous avons effectué une 
cinétique de l'expression de IL-2Rcx et IL-2RP en incubant des 
lymphocytes humains en présence de 1 pM, 1 OO pM et 10 nM de PAF 
pendant 6, 12 et 24 heures. Nous avons déposé 10 µg/puits d'ARN 
total sur une membrane de nylon et nous avons hybridé avec une 
sonde d'ADNc radiomarquée d'IL-2Rcx, puis d'IL-2RP et finalement 
avec la sonde ribosomiale 18S, en prenant bien soin de laver la 
membrane entre chaque hybridation. La figure 4a montre un 
transfert northern représentant les niveaux d'accumulation d'ARNm 
de l'IL-2Rcx dans le temps. Le PAF ne semble pas induire l'expression 
du gène IL-2Rcx, en comparaison avec le contrôle positif (PHA 10 
µg/ml). En figure 4b, on voit que le PAF inhibe l'expression de IL-2RP 
de façon dose-dépendante après 6 heures d'incubation; après 12 
heures, on observe une diminution du niveau d'ARNm du récepteur 
bêta à 10- l 0 M de PAF, alors qu'après 24 heures on observe une 
augmentation du niveau d'ARNm de la chaîne p en présence de 10- l 0 
M de PAF. A 10-12 M et 10-8 M de PAF, l'expression de IL-2RP se 
situe au niveau du contrôle non-stimulé. En figure 4c, l'hybridation 
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a) IL-2Ra l 
b) IL-2R ~ ~ 
c) 185 ~ 
Fieure 4. Transfert northern représentant une cinétique d'accumulation 
d'ARNm IL-2Rcx et IL-2RJ3 en présence de PAF chez les lymphocytes 
humains. Les lymphocytes du sang périphérique sont incubés en présence de 
différentes concentrations de PAF pendant 6, 12 et 24 heures. L'ARN total (10 µg/puits) 
est déposé sur une membrane de nylon et hybridé avec une sonde d'ADNc d'IL-2Rcx (a), 
IL-2RJ3 (b) et 18S (c) (selon les techniques décrites dans la section matériel et méthodes). 
En piste 1, on retrouve le contrôle négatif (véhicule : EtOH 10-8 M); en piste 2, le 
contrôle positif (PHA 10 µg/ml); en pistes 3, 4, et 5, le PAF a été ajouté à des 
concentrations croissantes, soit 10-12 M, 10-10 Met 10-8 M, respectivement. Les 
valeurs densitométriques obtenues avec IL-2RJ3 sont comparées avec le contrôle 18S et 
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avec la sonde ribosomiale 18S radiomarquée nous permet de 
standardiser les valeurs densitométriques correspondant aux mveaux 
d'ARNm d'IL-2R~, portées en graphique en figure 4d. Nous avons 
répété 3 fois cette expérience, mais le northern présenté à la figure 4 
représente l'ARN d'un seul des 3 individus. 
Afin de déterminer si les modulations engendrées par le PAF sur 
l'expression de IL-2R~ étaient spécifiques, nous avons traité des 
lymphocytes en présence de PAF 1 o- 1 0 M et en présence ou en 
absence de WEB 2170, un antagoniste du PAF, pendant 12 heures. La 
figure 5 montre un transfert northern (de l'un des 2 cas étudiés) de 
l'expression de IL-2R~ (fig. 5a). Les valeurs densitométriques sont 
comparées avec celles du contrôle interne 18S (fig. 5b) et les rapports 
densitométriques sont portés en graphique (fig. 5c). A une 
concentration de 10- l 0 M de PAF, on retrouve l'inhibition de 
l'expression de IL-2R~ telle que vue à la figure précédente et cette 
inhibition est effectivement antagonisée par le WEB 2170 (piste 5). 
Dans la deuxième section de nos résultats, les lymphocytes sont co-
stimulés par la PRA qui a pour effet d'enclencher certains mécanismes 
d'activation et de prolifération cellulaires. On examine alors les effets 
du PAF sur l'expression des IL-2R sur des lymphocytes activés. Nous 
avons débuté par des essais de prolifération. Les lymphocytes 
fraîchement isolés ont été stimulés par la PRA (2,5 µg/ml) et traités, 
en même temps, avec du PAF à différentes concentrations. 
L'incorporation de thymidine tritiée a été mesurée après 72 heures 
d'incubation et détermine le niveau de prolifération. La figure 6 
montre une inhibition de prolifération induite par le PAF chez les 
lymphocytes activés par la PRA. Des concentrations de lpM, 100 pM 
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1 2 3 4 5 
a) IL-2Rt3 ..... 
b) 18 s ..... 
Fia:ure 5. Transfert northern représentant l'accumulation d'ARNm de 
l'IL-2R~ après 12 heures chez les lymphocytes humains en présence de 
l'antagoniste du PAF, le WEB 2170. Les lymphocytes humains fraîchement 
isolés ont été incubés pendant 12 heures en présence de PAF et en présence ou en 
absence de WEB 2170. L'ARN total (10 µg/puits) est déposé sur une membrane de 
nylon et hybridé avec une sonde d'ADNc humain IL-2R~ (a). En piste 1, on retrouve le 
contrôle-véhicule (éthano110-l0 M); en piste 2, le contrôle positif (PHA 10 µg/ml) et en 
piste 3, le contrôle WEB 2170 (l0-5 M) En piste 4, les lymphocytes ont été traités avec 
1o-10 M de PAF; en piste 5, on a pré-incubé les cellules en présence de WEB 217 0 ( 1 o-5 
M) pendant 15 minutes, puis on a ajouté du PAF (lQ-10 M). En b), l'hybridation avec la 
sonde ribosomiale 18S sert de contrôle interne pour évaluer les variations de l'expression 
de IL-2R~, portées en graphique (c). (n=2). 
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Fieure 6 Inhibition par le PAF de la prolifération des lymphocytes humains 
stimulés par la PHA. Les lymphocytes issus du sang périphérique humain sont stimulés 
par la PHA (2,5 µg/ml) et traités en même temps avec le PAF aux concentrations indiquées 
pendant 72 heures. Les résultats représentent l'incorporation de 3tt-thymidine moyenne de 4 
expériences effectuées en triplicata et sont exprimés valeurs relatives de prolifération par 
rapport au contrôle PHA. (* p<0,05) 
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et 10 nM de PAF inhibe de façon significative (p<0,05) la prolifération 
des lymphocytes. 
L'effet inhibiteur du PAF sur la prolifération lymphocytaire 
pourrait se produire à différents niveaux. D'abord, le PAF pourrait 
affecter le niveau de production d'IL-2. Pour vérifier cette hypothèse, 
nous avons dosé la quantité d'IL-2 sécrétée dans le surnageant des 
lymphocytes stimulés avec 10 µg/ml de PHA et traités simultanément 
avec du PAF, pendant 24 et 48 heures. Les résultats sont portés en 
graphique à la figure 7. En figure 7a), la quantité d'IL-2 mesurée 
après 24 heures en présence de PAF ne varie pas de façon significative 
par rapport au contrôle. En b), la production d'IL-2 a été mesurée 
après 48 heures. La production d'IL-2 est augmentée de façon 
significative par le PAF à des concentrations de 10-8 et 10-6 M. 
En second lieu, le PAF pourrait moduler l'expression des chaînes a. 
et f3 du IL-2R. Dulioust et al. (1990) avaient suggéré que l'inhibition 
de prolifération des lymphocytes par le PAF se situerait peut-être au 
niveau des IL-2R et probablement au niveau transcriptionnel. Nous 
avons donc débuté par des études de Northern. Nous avons regardé 
d'abord la cinétique d'accumulation d'ARNm des récepteurs IL-2Rc:x. et 
IL-2Rf3. Nous avons stimulé des lymphocytes humains fraîchement 
isolés en présence de PHA 2,5 µ g/ml et les avons traités 
simultanément avec du PAF à des concentrations picomolaires pendant 
3, 6 et 12 heures. Nous avons effectué un transfert northern et nous 
avons hybridé la membrane avec une sonde radiomarquée d'ADNc IL-
2Rc:x., puis IL-2Rf3 et finalement avec une sonde ribosomiale 18S. La 
figure 8 représente une des trois expériences de northern effectuées. 
Les accumulations d'ARNm de IL-2Rc:x. (fig. 8a) et IL-2Rf3 (fig. 8b) sont 
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Fieure 7 Modulation par le PAF de la production d'IL-2 chez les 
lymphocytes humains. Les lymphocytes humains sont stimulés par la PHA (10 
µg/ml) et traités simultanément par le PAF à des concentrations variant de 1 o-12 M à 1 o-6 
M, pendant 24 heures (A) ou 48 heures (B). Les surnageants sont recueillis et dosés 
selon la technique du dosage d'IL-2 décrite dans la section matériel et méthodes. Les 
résultats, exprimés en unités d' IL-2 par ml, représentent la moyenne ± l'écart-type de 
quatre (4) expériences différentes effectuées en duplicata. (* p < 0,05). 
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Fi1mre 8 Transfert northern représentant une cinétique d'accumulation en 
ARNm des gènes IL-2Ra. et IL-2R~. Les lymphocytes humains sont stimulés par 
la PHA (2,5 µg/ml) et traités avec 10-12 M (piste 3), 10-10 M (piste 4) et 10-8 M (piste 
5) de PAF pendant 3, 6 et 12 (page suivante) heures. En piste 1, le contrôle-véhicule 
(EtOH 10-10 M) et en piste 2, le contrôle PHA (2,5 µg/ml). L'ARN total (20 µg/puits) a 
été transféré sur une membrane de nylon puis hybridé avec une sonde d'ADNc d'IL-2Ra. 
(a), puis d'IL-2R~ (b) et finalement de 18S (c). Les valeurs de densité relatives au 
contrôle 18S sont portées en graphique en (d). Ce résultat représente 1 expérience qui a 
été répétée 3 fois avec des cellules provenant de donneurs différents. 
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représentées en fonction du temps d'incubation en présence de PHA et 
de PAF. Les valeurs densitométriques par rapport au contrôle 18S 
(fig. 8c) sont exprimés en graphique (fig. 8d). On observe en figure 8 
que l'expression du gène IL-2Ra est induite par la PHA et que 
l'expression en ARNm se fait entre 3 et 6 heures. Toutefois, les 
niveaux d'accumulation d'ARNm d'IL-2Ra ni d'IL-2R~ ne semblent 
modulés par le PAF entre 3 et 12 heures. (D'autres études effectuées 
après 24 heures, non-présentées ici, ne démontraient également 
aucune modulation). 
Bien que le PAF ne module pas les niveaux d'ARNm des IL-2Ra et 
IL-2R~, l'inhibition des IL-2R par le PAF pourrait se faire de façon 
post-transcriptionnelle. Nous avons dirigé nos recherches sur 
l'expression de protéines-récepteurs à la surface cellulaire, à l'aide 
d'études cytofluorométriques. Nous avons stimulé les lymphocytes en 
présence de PHA (2,5 µ g/ml) et traité simultanément avec 1 pM et 
100 pM de PAF pendant 24 heures et 48 heures. Nous avons fait un 
double marquage en incubant les cellules avec un anticorps primaire 
anti-IL-2Ra ou anti-IL-2R~ spécifique, puis en ajoutant un anticorps 
chèvre anti-souris (Ac secondaire), dirigé contre la partie Fe de 
l'anticorps primaire, et conjugué à un fluorochrome (FITC). Les 
résultats, rapportés à la figure 9, représentent une des huit 
expériences effectuées; toutes donnaient essentiellement le même 
résultat. En figure 9a) et 9b), on voit que l'expression de la chaîne a 
n'est pas inhibée par le PAF après 24 heures ni après 48 heures, 
respectivement. (N.B. Afin d'alléger cette partie des résultats, nous ne 
montrons que le graphique de cytofluorométrie obtenu en présence de 
PAF 10-lO M, puisqu'à 10-12 M, les résultats étaient similaires). En 
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Fieure 9 Le PAF ne module pas l'expression de IL-2Ra ni de IL-2R~ 
après 24 heures chez les lymphocytes activés par la PHA. Les lymphocytes 
fraîchement isolés sont incubés en présence de PHA (2,5 µg/ml) et de PAF ( 1 pM et 1 OO 
pM) pendant 24 heures ou 48 heures (n=8 donneurs différents; 1 seul est illustré ici). Le 
pourcentage de cellules fluorescentes est analysé par cytofluorométrie. En figure 9a) et 
9b), on retrouve des histogrammes représentant l'expression de IL-2Ra après 24h et 48h 
d'incubation, respectivement et en figure 9c) et 9d), l'expression de IL-2R~ après 24h et 
48h, respectivement. La PHA (-), sert de contrôle positif; le FITC (·· ·)détermine le 
marquage non-spécifique. Seulement les résultats avec une concentration de PAF 100 
pM {·····) sont représentés ici. 
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figure 9c) et 9d), on ne remarque aucun effet du PAF sur l'expression 
de la chaîne bêta après 24 heures ni 48 heures, respectivement. 
Ces résultats suggèrent que le PAF ne modulerait pas l'expression 
des récepteurs de l'IL-2 sur une population totale des lymphocytes du 
sang périphérique. Par ailleurs, une étude effectuée sur le contrôle de 
la prolifération des sous-populations de lymphocytes T par le PAF 
(Behrens et Goodwin, 1990), soutenant que le PAF modulait 
différemment la prolifération des lymphocytes CD4+ et des CDS+, nous 
a orienté vers la vérification de modulations possibles de l'expression 
des IL-2R par le PAF. Nous avons vérifié au niveau de la sous-
population CD4+. Nous avons isolé les cellules CD4+ d'après la 
technique de "panning" décrite dans la section matériel et méthodes. 
Les lymphocytes T CD4+ ont été stimulés par la PHA (10 µg/ml) et 
traités simultanément avec du PAF à 1 pM et 1 OO pM, dans du milieu 
RPMI (5% FBS) et incubés à 37°C - 5% C02 pendant 32 heures. Ensuite, 
nous avons effectué des études de cytofluorométrie en marquant les 
cellules CD4+ avec un anticorps anti-IL-2Ra ou un anti-IL-2Rj3 (voir les 
détails dans la section cytofluorométrie des matériel et méthodes). 
Les études de fluorométrie démontrent, en figure 10, que le PAF (1 o-
10 M) ne module pas l'expression de la chaîne a (fig. lOa) ni de la 
chaîne ~ (fig. lOb) du IL-2R chez les lymphocytes T CD4+ après 32 
heures. (Les résultats obtenus en présence de 10-12 M de PAF ne 
sont pas présentés ici puisqu'ils étaient similaires à ceux obtenus en 
présence de 1o-10 M de PAF). 
Pour compléter nos recherches, nous avons utilisé la PGE2 (un autre 
dérivé biologique de l'acide arachidonique) comme contrôle de la 
possibilité de moduler l'expression des IL-2R chez les lymphocytes 
49 
A B 
IL-2Ra 1 L -2RB 
Fh:ure 10 Le PAF ne module pas l'expression de IL-2Ra ni de IL-2R~ 
chez les lymphocytes T CD4+ humains stimulés à la PHA après 32 
heures. Les lymphocytes T CD4+ sont isolés d'après la technique de "panning" (décrite 
dans la section matériel et méthodes). Ils sont ensuite incubés pendant 32 heures en 
présence de PHA (10 µg/ml) et de PAF (lQ-12 Met 10-10 M) à 37°C. Le pourcentage de 
cellules fluorescentes est analysé par cytofluorométrie. En (A), les histogrammes 
représententl'expression de IL-2Ra à la surface et en (B), l'expression de IL-2R~. La 
PHA (-)sert de contrôle positif; le FlTC (···)détermine le marquage non-spécifique. 
Seulement les résultats obtenus en présence de PAF 100 pM (·····)sont représentés ici. 
(n=2). 
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Fieure 11 Transfert northern représentant les effets de la PGE2 sur 
l'accumulation d'ARNm d'IL-2, d'IL-2Ra et d'IL-2R~ chez les 
lymphocytes humains. Les lymphocytes totaux sont incubés en présence de PGE.i, 
10-6 M (pistes 2 et 4) et en absence (pistes 1et2) ou présence (pistes 3 et 4) de PHA (10 
µg/ml) pendant 6 et 12 heures. L'ARN total (20 µg/puits) est déposé sur une membrane 
de nylon et hybridé avec une sonde d'ADNc d'IL-2 (a), puis d'IL-2Ra (b), ensuite d'IL-
2~ (c) et finalement la sonde ribosomiale 18S d'Ascaris (d). Les valeurs 
densitométriques sont comparées avec le contrôle 18S et sont portées en graphique (e). 
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humains. Nous avons débuté par l'étude des mveaux d'accumulation 
d'ARNm des gènes IL-2 et IL-2R. Les lymphocytes humains sont 
incubés en présence de PGE2 (l0-6 M) et en présence ou en absence de 
PHA (10 µg/ml) pendant 6 et 12 heures. L'ARN total (20 µg/puits) a 
été transféré sur une membrane de nylon. Cette dernière a été 
hybridée avec les sondes radiomarquées suivantes : IL-2, IL-2Ra, IL-
2R~ et 18S. En figure 1 la (n=l), on remarque que l'expression d'IL-2 
est inhibée par la PGE2 après 6 heures lorsque les lymphocytes sont 
stimulés par la PHA. Cependant après 12 heures, le niveau d'ARNm 
revient à un niveau contrôle. On ne détecte pas d'ARNm d'IL-2 en 
absence de PHA. En figure 1 lb, la PGE2 inhibe l'expression de IL-2Ra 
après 6 heures chez les lymphocytes stimulés à la PHA. Par contre, en 
absence de PHA, la PGE2 augmente l'expression d'IL-2Ra de près de 
200 % après 12 heures (piste 2 vs piste 1). En 1 lc, l'expression de IL-
2R~ est inhibée en présence de PGE2 chez les lymphocytes activés. 
Cette inhibition est présente dès 6 heures post-traitement mais à 
partir de 12 heures, le niveau d'ARNm retourne vers le niveau 
contrôle. La PGE2 utilisée seule ne semble pas moduler le niveau 
d'ARNm de IL-2R~. 
Les valeurs densitométriques obtenues dans le cas des 
lymphocytes activés seulement sont rapportées à la figure 1 le. On 
remarque de façon générale que l'effet inhibiteur de la PGE2 sur 
l'expression du gène IL-2 de même que IL-2Ra et IL-2R(3 se produit 
rapidement (1 6 heures) dans le processus d'activation cellulaire et 
diminue considérablement après 12 heures de traitement. Nous 
n'avons pas porté en graphique les valeurs de densitométrie obtenues 
dans le cas des lymphocytes au repos, puisqu'en général nous n'avions 
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pas détecté de modulation (sauf dans le cas de l'augmentation 
d'expression d'IL-2Ra après 12 heures). Nous avons tout de même 
comparé les valeurs avec celles du contrôle 18S. 
Pour terminer, nous avons effectué des études de cytofluométrie de 
l'expression des chaînes a et ~ du IL-2R chez les lymphocytes 
humains. Nous avons incubé les lymphocytes fraîchement isolés 
pendant 24 heures (37°C - 5% C02) en présence de PGE2 (lQ-6 M) et en 
présence ou en absence de PHA (10 µ g/ml). Ensuite, nous avons 
marqué les cellules avec des anticorps dirigés contre le IL-2Ra ou le 
IL-2R~ à la surface cellulaire (cf. section matériel et méthodes). Les 
résultats que nous avions obtenus ne démontraient aucun effet de la 
PGE2 sur l'expression des IL-2R à la surface cellulaire après 24 heures, 
que ce soit au niveau des lymphocytes activés ou non. Ces derniers 
résultats ne sont pas illustrés parce qu'ils ne sont pas pertinents pour 
la présente étude. 
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4. DISCUSSION 
Notre étude avait pour but de démontrer si le PAF modulait 
l'expression des récepteurs d'IL-2 chez les lymphocytes du sang 
périphérique. Etant donné que le PAF module la prolifération des 
lymphocytes, une équipe de chercheurs avait suggéré que cette 
modulation pouvait survenir au niveau de l'expression des IL-2R 
(Dulioust et al., 1990). En première partie de notre étude, nous avons 
travaillé avec des lymphocytes isolés du sang périphérique incubés en 
présence de PAF seulement. Les études de prolifération démontraient 
une augmentation de prolifération en pré~ence de PAF. Cette 
augmentation était antagonisée par le WEB 2170. De plus, lorsqu'on 
incubait les cellules en présence de lyso-PAF, on ne voyait pas de 
modulation significative de prolifération. 
l'augmentation de prolifération par le 
C'est donc dire que 
PAF des lymphocytes 
initialement au repos est significative (p<0,05) et spécifique au PAF. 
Par la suite, nous avons dosé la production l'IL-2 par la méthode de 
prolifération des cellules CTLL. Nous n'avons pas décelé des quantités 
mesurables d'IL-2. Dans notre système, les lymphocytes doivent 
absolument être activés, par e~emple par une lectine, pour induire une 
production suffisante d'IL-2, permettant la prolifération des cellules 
CTLL. Toutefois, pour expliquer l'augmentation de prolifération des 
lymphocytes non-costimulés, nous émettons deux hypothèses. La 
première est que le PAF pourrait induire une quantité minime d'IL-2, 
non-détectable par les méthodes disponibles (ELISA (expériences non-
montrées) ou prolifération des cellules CTLL). L'IL-2 serait sécrété 
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dans un micro-environnement créé par l'espace interlymphocytaire et 
la concentration d'IL-2 serait alors suffisante pour faire proliférer les 
lymphocytes. La deuxième hypothèse serait que le PAF, à lui seul, ne 
pourrait induire la production d'IL-2. Le PAF pourrait avoir 
seulement un effet sur l'expression des IL-2R mais cette modulation 
serait suffisante pour induire un augmentation de prolifération de ces 
lymphocytes. La production (non pas la présence!) d'IL-2 ne serait, 
dans ce cas, pas requise pour induire une augmentation d'expression 
des récepteurs d'IL-2. Certains auteurs ont démontré que l'IL-2 et les 
récepteurs d'IL-2 étaient modulés de façon différente. D'une part, 
Mills et al. (1985), ont proposé que la production d'IL-2 était 
dépendante de l'entrée de calcium extracellulaire, alors que 
l'expression des IL-2R était indépendante de l'entrée de calcium 
extracellulaire. Ceci implique une modulation différentielle de ces 
deux composantes. Pour vérifier cette hypothèse, des tests de mobilité 
du calcium seraient nécessaires. 
Lors d'études cytofluorométriques, nous avions observé une 
augmentation significative (p<0,05) d'expression de l'IL-2Ra. à la 
surface par le PAF après 24 heures et cette modulation de la chaîne a. 
se poursuivait après 48 heures pour des concentrations picomolaires 
de PAF. Cependant, le PAF ne modulerait pas les niveaux d'ARNm du 
IL-2Ra., d'après notre étude de northern. En revanche, le PAF pourrait 
agtr sur la vitesse de renouvellement du IL-2Ra. à la surface. Pour 
appuyer cette hypothèse, une étude faite par Hémar et Dautry-Varsat 
(1990), a démontré que la demi-vie de la protéine IL-2Ra. chez la 
lignée de lymphocytes T, IARC 301, se situait au-delà de 40 heures. 
Les auteures ont suggéré qu'après son endocytose avec l'IL-2Rj3, le 
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récepteur a. pourrait se recycler et retourner à la surface cellulaire. Le 
PAF pourrait, en l'occurence, augmenter la vitesse de renouvellement 
de la chaîne a. à la membrane, ce qui pourrait expliquer l'augmentation 
de l'expression à la surface de la chaîne alpha après 24 heures et 48 
heures. 
La chaîne ~, quant à elle, est exprimée de façon constitutive. Nos 
études de northern montrent que le PAF a un effet modulateur sur le 
niveau d'accumulation d'ARNm de la chaîne ~, qui varie selon la 
concentration de PAF ainsi que le temps d'incubation. Après 6 heures, 
le PAF semble inhiber, de façon dose-dépendante, le niveau 
d'accumulation d'ARNm du IL-2R~. Après 12 heures, le PAF inhibe 
spécifiquement le niveau d'ARNm du récepteur ~ à 10- l 0 M. Cet effet 
est antagonisé par le WEB 2170 (à 10-8 et 10-12 M de PAF, le niveau 
d'ARNm retourne vers un niveau contrôle). Après 24 heures 
d'incubation, le PAF (lo-10 M) a pour effet d'augmenter le niveau 
d'ARNm de l'IL-2R~. Ces modulations se traduisent par une 
diminution (par rapport au contrôle) de l'expression du récepteur ~ à 
la surface après 24 heures, suivie d'une augmentation d'expression à 
la surface de la chaîne ~ après 48 heures (pour une concentration de 
1o-10 M de PAF), telles que démontrées statistiquement à la figure 3. 
Nous pouvons difficilement fournir une explication tangible à ce 
phénomène (i.e. une inhibition du niveau d'ARNm à 12 heures, puis 
une augmentation à 24 heures), car nous possédons trop peu 
d'éléments de réponses. Nos hypothèses seraient purement 
spéculatives. Toutefois, étant donné que nous observons, d'une part, 
une modulation rapide des niveaux d'accumulation en ARNm de l'IL-
2R~ (~ 6 heures), et que, d'autre part, les modulations observées à 12 
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et 24 heures au niveau de l'ARNm se traduisent plus tard par des 
modulations correspondantes du niveau d'expression de la protéine à 
la surface, le PAF pourrait moduler la chaîne ~ au mveau 
transcriptionnel. Pour vérifier cette hypothèse, des essais d'analyse 
des chaînes naissantes d'ARNm ("nuclear run-on") sont nécessaires. De 
plus, des études de retard de migration sur gel ("gel retardation") 
pourraient nous fournir des éléments de réponse sur l'existence 
possible de facteurs de transcription responsables de la modulation du 
gène IL-2R (ex. CREB). 
En deuxième partie de notre étude, nous avons démontré que le 
PAF ne modulait pas l'expression des récepteurs de l'interleukine-2 
sur des lymphocytes humains costimulés par_ la PHA. Lorsque les 
lymphocytes sont costimulés par la PHA, on observe une diminution 
de prolifération. Les études de northern de même que les études de 
cytofluorométrie semblent montrer que le PAF n'inhibe ni les niveaux 
d'accumulation d'ARNm, ni l'expression à la surface des IL-2Rcx et IL-
2 R ~. Toutefois, pour expliquer l'inhibition de prolifération des 
lymphocytes, nous émettons l'hypothèse que le PAF pourrait 
déstabiliser les IL-2R de haute affinité et provoquer la dissociation des 
chaînes ex et ~. Ceci aurait pour effet de diminuer la prolifération par 
rapport au contrôle PHA, étant donné que la prolifération s'effectue en 
présence de IL-2R de haute affinité. Pour appuyer cette hypothèse, 
des études de liaison de l'IL-2 sur son récepteur devront être 
effectuées. 
Suite à ce résultat négatif, nous avons décidé d'isoler une sous-
population de lymphocytes T, soit les lymphocytes T auxiliaires ( CD4 +), 
afin de vérifier si le PAF pouvait moduler l'expression des IL-2R sur 
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une population lymphocytaire spécifique et homogène. Les études de 
cytofluorométrie sur les IL-2Ra et IL-2R~ chez les CD4+ ont révélé que 
le PAF ne modulait pas, de façon significative, l'expression des IL-2R à 
la surface cellulaire, bien que la prolifération des lymphocytes CD4+ 
soit modulée par le PAF (Behrens et Goodwin, 1990)· 
Au niveau de la production d'IL-2 nous n'obtenions aucune 
modulation significative en présence de PAF après 24 heures. Après 
48 heures, on observait une augmentation significative de la quantité 
d'IL-2 à des concentrations élévées de PAF (l0-8 M et 10-6 M), mais à 
de plus faibles concentrations, nous n'observions aucune modulation 
de production d'IL-2. Il est possible qu'à de telles concentrations de 
PAF, la production d'IL-2 ne soit pas plus grande mais que l'utilisation 
soit moins grande. La concentration d'IL-2 ne serait donc pas le 
facteur limitant causant l'inhibition de prolifération. D'autres 
expériences de production d'IL-2, faites sur des lymphocytes T CD4+ 
stimulés par la PHA, démontraient que l'activité d'IL-2 était similaire 
en présence ou en absence de PAF (Dulioust et al., 1990). De leur côté, 
Rola-Pleszczynski et al. (1988) ont publié que les PBML stimulés à la 
PHA et traités avec des concentrations nanomolaires de PAF pendant 
24 heures voyaient leur production d'IL-2 inhibée par le PAF. (Cette 
inhibition était antagonisée par le BN 52021). Cette inhibition pourrait 
toutefois être causée par la présence de monocytes i.e. par l'action 
indirecte de facteurs sécrétés par les monocytes. Par exemple, les 
monocytes produisent des prostaglandines (PG) suite à une incubation 
en présence de PAF (Rola-Pleszczynski et al., 1988). La PGE2 est 
connue pour activer l'adénylate cyclase (AC) chez les lymphocytes 
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(Rappaport et Dodge, 1982). Et l'augmentation d'AMPc inhibe la 
production d'IL-2 chez les lymphocytes T (Rincon et al., 1988). 
L'absence de réponse au PAF des lymphocytes costimulés par la 
PHA, nous a mené vers l'utilisation de la PGE2 comme contrôle de la 
possibilité de moduler l'expression des 2 chaînes du IL-2R. Nous 
avons montré que la PGE2 modulait le niveau d'accumulation en ARNm 
des IL-2Ra et IL-2R~ (figure 11). Cependant, la PGE2 ne semblait pas 
moduler de façon significative l'expression des IL-2R à la surface, 
d'après nos études de cytofluorométrie. Par opposition, une étude 
semblable faite sur des lymphocytes T humains isolés à partir du sang 
périphérique a été publiée récemment par Anastassiou et al. (1992). 
Cette étude démontrait que la PGE2 (IQ-6 M). inhibait l'expression à la 
surface de IL-2Ra des lymphocytes T costimulés par la PHA (2µg/ml) 
après 24 heures. Néanmoins, cette étude ne pourrait être comparée 
directement avec la nôtre, car la population lymphocytaire était 
différente et la concentration de PHA l'était également. Lors des tests 
de cytofluorométrie en présence de PGE2, nous avions utilisé une 
concentration de 10 µg/ml de PHA, soit la même que pour les études 
de northern, où nous avions eu des résultats concluants. Ce qui veut 
dire que nous ne pouvons affirmer avec certitude que la PAF ne 
module· pas l'expression des IL-2R à la surface. Toutefois, nous avons 
répété maintes fois les mêmes expériences de cytofluorométrie en 
présence de PAF avec des donneurs différents et nous obtenions 
toujours le même résultat. Nous pouvons affirmer, par contre, que le 
PAF ne module pas les niveaux d'accumulation d'ARNm de IL-2Ra m 
de IL-2R~ des lymphocytes costimulés par la PHA, à l'intérieur d'une 
période de 24 heures. 
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A la lumière de tous ces résultats, on remarquera que le PAF agit 
de façon bien différente sur une population de lymphocytes activés 
par la PHA par comparaison à une population de lymphocytes non-
costimulée. A notre connaissance, les derniers résultats n'avaient 
jamais été démontrés. Il reste néanmoins beaucoup de travail à faire 
pour élucider certains mécanismes de prolifération lymphocytaire. 
Par notre étude, nous avons démontré que l'inhibition de prolifération 
induite par le PAF des lymphocytes costimulés par la PHA n'implique 
l'inhibition de l'expression des IL-2R. Des études plus approfondies 
sur l'activité de la PKC et/ou PKA, les dosages d'AMPc, de la 
transcription des gènes IL-2Ra et IL-2R~ par des essais d'analyse des 
chaînes d'ARNm naissantes ("nuclear run-on "), l'identification de 
facteurs de transcription par des études de retard de migration sur gel 
("gel retardation"), les mesures de mobilité du calcium et des études 
de liaison des IL-2R viendraient compléter cette étude sur la 
modulation par le PAF de la prolifération des lymphocytes. 
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5. CONCLUSION 
Les mécanismes de prolifération lymphocytaire sont encore 
obscurs. Par notre étude, nous avons tenté d'élucider certains 
détails. De nos observations nous pouvons conclure, d'une part, que 
le PAF utilisé seul augmente faiblement, mais de façon significative, 
la prolifération des lymphocytes fraîchement isolés du sang 
périphérique humain. De plus, le PAF module, de façon significative, 
l'expression de l'IL-2Ra et de l'IL-2Rf3 à la surface cellulaire; il 
module également de façon spécifique les niveaux d'accumulation 
d'ARNm de la chaîne f3. Par contre, le PAF 1:1tilisé seul n'induit pas la 
sécrétion de niveaux détectables d'IL-2. D'autre part, le PAF inhibe 
la prolifération des lymphocytes fraîchement isolés 
périphérique et costimulés par la PHA (déjà démontré). 
du sang 
Cependant, 
l'expression des IL-2Ra et IL-2Rf3 chez les lymphocytes costimulés 
n'est pas inhibée par le PAF au niveau de l'ARNm et possiblement 
non plus au niveau des IL-2R à la surface. Nous observons, par 
contre, une augmentation significative de la quantité d'IL-2 dans les 
sumageants après 48 heures, à des concentrations de PAF de 10-8 et 
10-6 M. 
Il reste encore beaucoup de chemin à parcourir avant de 
maîtriser les mécanismes par lesquels le PAF inhibe la prolifération 
des lymphocytes activés par le PHA ou stimule celle des lymphocytes 
initialement au repos. Des études plus approfondies sur les 
récepteurs du PAF, l'affinité des IL-2R (par des études de liaison), la 
mesure de calcium intracellulaire, des mesures de l'activité de PKA et 
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des dosage d'AMPc, la transcription in vitro des gènes IL-2 et IL-2R, 
la régulation de ces gènes par des facteurs de transcription jusqu'ici 
inconnus, permettraient de mieux comprendre ces mécanismes 
complexes, responsables en partie, de l'homéostasie immunitaire. 
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Composition des tampons utilisés 
1-MOPS (4-Morpholinpropanesulfonic acid): solution stock lOX: 
MOPS 41,2 g 
CH3CXX>Na 10,89 g 
EDTA 5 mM pH=8 
Dissoudre dans 800 ml d'eau distillée. Ajuster le pH à 7 ,O. 
Compléter à 1 litre avec de l'eau distillée. Stériliser. 
2-PBS (Phosphate-buffered saline): NaCl 8,0 g 
KO 0,2 g 
Na2HP04 1,44 g 
KH2P04 0,24 g 
Dissoudre ces sels dans 800 ml d'eau distillée. Ajuster le pH à 7 ,4 
avec du HCl. Compléter à 1 litre avec de l'eau distillée. Stériliser. 
3-SSC (Sodium Salt Citrate): solution stock 20X 
NaCl 175,3 g 
citrate de sodium 88,2 g 
Dissoudre dans 800 ml d'eau distillée. Ajuster le pH à 7 ,0 avec du 
N aOH. Compléter le volume de la solution à 1 litre avec de l'eau 
distillée. Stériliser. 
4-TAE (Tris-Acétate-EDTA): solution stock 50X 
Tris base 
Acide acétique glacial 




Dissoudre dans un volume final de 1 litre. Stériliser. 
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